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摘要    菊芋是一种耐盐抗旱植物, 可用于生产菊糖. 菊糖具有良好的生物活性, 其活性受到聚合度的影响. 本
研究对比了各项条件, 总结得到了一套可以用于测定菊糖相对分子量的高效凝胶过滤色谱(HPGFC)方法: 纯水
为流动相, 0.8 mL/min 洗脱, Shodex OHpak SB-804HQ 色谱柱检测, 柱温控制在 30℃ , 样品进样量为每次
20 µL, 检测器为示差折光检测器(RID), 采用 Sigma 公司生产的右旋糖酐标准品, 绘制二次方的标准曲线, 
检测菊糖的相对分子质量. 同时利用确定的凝胶过滤色谱(GFC)方法, 观察了种植于海岸带盐碱地的菊芋块茎
采收后在贮藏过程中的菊糖分子量的变化, 发现在20℃的贮藏条件下 , 菊芋中的菊糖不会发生剧烈降解 , 
可长期保存提取分子量相近的菊糖 . 本研究对分析菊糖的分子性质提供了方法基础, 对菊芋的采收贮藏有指
导意义. 






贫瘠和干旱, 对土壤要求不高, 抗风沙和病虫害, 适
























高 效 凝 胶 过 滤 色 谱 (high performance gel 
filtration chromatography, HPGFC)也称高效凝胶渗透
色 谱 (high performance gel permeation chromat- 
ography, HPGPC) 或 高 效 体 积 排 阻 色 谱 (high- 





量分布的最有效的手段之一 , 近年来 , 逐渐开始
广泛应用于多糖、树脂等多种聚合物的分子量   
测定 [10].  
本文对比各项条件, 总结得到了一套可以用于




1  材料与方法 
1.1  材料与试剂 
菊芋样品采收自山东省东营市垦利县(位于黄
河三角洲 , N 37°24′~38°10′, E 118°15′~119°19′). 垦
利县气候为夏季炎热多雨, 冬季干旱寒冷, 降水时空
分布不均; 土壤质地偏轻, 养分贫乏, 盐碱较重, 在
表层中 , 某些地方的盐的质量分数甚至会高于    
15 g/kg[11].  
实验所用试剂氢氧化钙、磷酸、30%双氧水、苯
酚、硫酸和 3,5-二硝基水杨酸等皆为分析纯, 超纯水
(18.2 M resistivity)由Milli-Q Element水纯化系统制
备 . 右旋糖酐标准品两组 , 分别采购自 Sigma- 
Aldrich(美国)和 APSC公司(美国).  
HPGFC 所用高效液相为安捷伦公司的 Agilent 
1260 HPLC(美国), 配置为四元泵、手动进样器、柱
温箱和示差折光检测器 (refraction index detector, 
RID).  
1.2  菊糖样品制备工艺流程 
根据查阅的文献及专利 [12,13], 确定了如下实验
方案:  
(ⅰ) 菊芋样品切片, 煮沸 5 min除去多酚氧化酶
(polyphenol oxidase, PPO), 60℃下干燥 8 h, 粉碎.  
(ⅱ) 加入 15 倍于粉碎样重量的水, 90℃下浸提
40 min, 提取两次.  
(ⅲ) 浸提液浓缩后, 加入氢氧化钙乳液调节 pH
约为 11, 放入 80℃水浴中保温 1 h, 用纱布抽滤两次
(第 1 次 2 层纱, 第 2 次 4 层纱), 滤液加少量磷酸调
pH至 8, 1789×g离心 7 min.  
(ⅳ) 离心液加入 2.5%~3.0%的 H2O2, 40℃脱色
40 min.  
(ⅴ) 脱色后的溶液浓缩至尽量少, 加入 4~5 倍
体积的无水乙醇沉淀, 静置后抽滤, 滤液再浓缩后加
乙醇沉淀, 重复至无沉淀产生(一般需重复 3~4次).  
(ⅵ) 冷冻干燥沉淀, 得白色或乳白色菊糖.  
按照以上流程, 分别提取了新鲜菊芋中的菊糖
以及贮藏于20℃下 60, 80, 120, 140, 180天后的菊芋
中的菊糖.  
1.3  色谱条件的选择 
凝胶过滤色谱 (gel filtration chromatography, 
GFC)是根据分子大小不同, 在填料中经过的路径不
同, 被淋洗出的时间不同来进行分离的.  
GFC 计算样品分子量的方法是: 检测不同分子
量的标准品, 以出峰时间为横坐标, log Mw为纵坐标
做标准曲线, 根据检测样品的出峰时间计算样品分
子量.  
(1) 流速的选择 .  采用纯水为洗脱剂 , 选择
RID 检测 , 柱温控制在 30℃ , 分别采用 0.6 和    
0.8 mL/min 的流速检测样品 .  
(2) 标准品的选择.  标准曲线的绘制需要选择
合适的标准品. 对比了两家公司生产的不同分子量
的右旋糖酐标准品绘制的标准曲线在测试菊糖分子
量时的准确度, 分别是 Sigma-Aldrich 公司生产的右
旋糖酐标准品(分子量 Mw分别为 1000, 5000, 12000, 
25000 和 50000 Da)和 APSC公司生产的右旋糖酐标
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准品(分子量Mw分别为 180, 505, 1200, 3650和 20100 
Da). 分析过程 HPLC 运行条件为: 0.8 mL/min 纯水  
洗脱, 柱温 30℃, RID 检测出峰, 样品进样量为每次  
20 µL.  
标准曲线准确度的测定方法 : 制备 5 份      
10 mg/mL 右旋糖酐样品, 按上述色谱条件分别进样




(3) 色谱柱的选择.  选取了两根不同的色谱柱









合适的拟合形式. 标准曲线准确度测定方法见(2).  
1.4  菊糖相对分子量的测定 
(1) 标准曲线的绘制.  分别精确称取一定量的
右旋糖酐标准品, 用超纯水溶解, 配成 10.0 mg/mL 
的标准品溶液. 经 1.3 中各项比较后, 确定了合适的
色谱条件, 在此条件下分别进样, 测得各色谱峰保留
时间 . 以不同分子量标准右旋糖酐的保留时间
(retention time, RT)为横坐标, 相应的相对分子质量
对数值(lgMw)为纵坐标, 绘制标准曲线.  
(2) 菊糖样品分子量的测定.  分别称取提取得
到的菊糖, 用超纯水溶解, 配成 10.0 mg/mL 的样品
溶液. 按制作标准曲线的色谱条件进样, 得到菊糖的
保留时间, 根据标准曲线计算菊糖相对分子质量.  
2  结果与分析 
2.1  色谱条件的确定 
(1) 流速的确定.  流速对样品的分离有很大影
响, 因此, 分别采用了 0.6和 0.8 mL/min的流速检测
了同一份菊糖样品 , 图 1 是流速分别为 0.6 和     
0.8 mL/min时样品的出峰情况, 对比发现, 二者峰形
变化不大, 仅出峰时间略有不同, 流速为 0.8 mL/min
时样品会更早出峰 , 考虑到效率问题 , 选择 0.8 
mL/min的流速进行后续的检测.  
(2) 标准品的确定 .   不同的标准品绘制的标
准曲线不同, 对菊糖样品分子量的检测有较大影响. 
因此, 以不同标准品绘制的标准曲线准确度为衡量
标准, 检测结果如表 1 所示. 对比发现, 采用 Sigma  
 
 
图 1  不同流速洗脱同一样品的色谱图 






小, 故采用 Sigma 公司生产的右旋糖酐(分子量 Mw
分别为 1000, 5000, 12000, 25000 和 50000 Da)做标  
准品.  
(3) 色谱柱的确定.  不同色谱柱对菊糖样品的
检测效果不同, 为选择合适的色谱柱, 以不同的色谱
柱绘制的标准曲线的准确度为衡量标准, 检测结果
见表 2. 对比数据可以看出 , Shodex OHpak SB- 
804HQ色谱柱更适合用于测量菊糖的相对分子质量.  











表 1  不同公司生产的右旋糖酐标准品绘制的标准曲线准
确度(%) 
编号 Sigma公司标准品 APSC公司标准品 
1 4.58 12.17  
2 5.98 12.58  
3 5.64 11.67  
4 5.10 12.17  
5 4.74 12.58  
表 2  不同色谱柱绘制的标准曲线的准确度(%) 
编号 Shodex OHpak SB-804HQ 色谱柱 TSK G3000PWXL色谱柱
1 0.42 1.62 
2 0.98 1.62 
3 0.64 2.06 
4 0.10 1.92 
5 0.24 1.76 
表 3  不同拟合形式的标准曲线的准确度(%) 
编号 一次方程 二次方程 三次方程 
1 14.34 0.42 4.58 
2 13.32 0.98 5.98 
3 13.58 0.64 5.64 
4 13.96 0.10 5.10 
5 14.22 0.24 4.74 
 
图 2  标准曲线 




标准曲线方程为: y=2.405+1.827x0.113x2.  
综合以上各项条件的对比 , 最终得到了一套
适用于菊糖分子量测定的 HPGFC 方法 : 纯水为流
动相, 0.8 mL/min洗脱, Shodex OHpak SB-804HQ色
谱柱检测, 柱温控制在 30℃ , 样品进样量为每次   
20 µL, 检测器为 RID, 采用 Sigma公司生产的右旋
糖酐标准品, 绘制二次方的标准曲线, 检测菊糖的相
对分子质量.  
2.2  贮藏过程中菊糖相对分子量的变化 
图 3 是在20℃的贮藏条件下, 菊芋中菊糖分子
量的变化. 可以看出, 在20℃下贮藏菊芋几乎不会
引起菊糖的链长改变. 贮藏 120 天, 菊芋中菊糖的分
子量依然维持在 3500 Da 左右. 当贮藏到 140 天时, 
菊糖的分子量出现一个较为明显的下降 ,  降至 




图 3  贮藏过程中菊糖分子量的变化 
 
3000 Da 左右. 当贮藏至 160 天时, 菊糖的分子量依
然为 3000 Da左右, 不再发生明显变化. 由此表明在
20℃的贮藏条件下, 菊芋中菊糖可以在 120 天内不
发生剧烈的降解而使得分子量减小, 但之后会有一




3  讨论 
本研究对比了各项条件, 总结得到了一套可以
用于测定菊糖相对分子量的 HPGFC 方法: 纯水为流
动相, 0.8 mL/min洗脱, Shodex OHpak SB-804HQ色
谱柱检测, 柱温控制在 30℃ , 样品进样量为每次   
20 µL, 检测器为 RID, 采用 Sigma公司生产的右旋
糖酐标准品, 绘制二次方的标准曲线, 检测菊糖的相
对分子质量.  
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Jerusalem artichoke is a salt- and drought-resistant plant used for the production of inulin. Inulin has good biological 
activity, which is affected by its degree of polymerization. In this study, we compared various conditions for 
standardizing a high-performance gel filtration chromatography (HPGFC) method that can be used to determine the 
relative molecular weight of inulin. A Shodex™ GPC OHpak SB-804 column was used, with ultrapure water as the 
mobile phase at a flow rate of 0.8 mL/min. The column temperature was 30°C and the injection volume was 20 μL. A 
differential refractive index detector was used for detection, and dextran standard purchased from Sigma-Aldrich® 
was used as the standard. The standard curve was fit with a quadratic equation to determine the relative molecular 
weight of inulin. Furthermore, we studied the effect of storage on the molecular weight of inulin. Inulin extracted 
from Jerusalem artichoke did not degrade sharply under storage conditions of 20°C. This knowledge could be used 
to preserve Jerusalem artichoke to get inulin with similar molecular weight. Our work provides a method to analyze 
the molecular weight of inulin, and it is instructive for the harvesting and preservation of Jerusalem artichoke. 
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